Screening for DYX1C1 gene mutations by PNA clamping by 洲崎, 保子 et al.
321
【研究ノート】
PNA クランピング法によるDYX1C1 遺伝子変異スクリーニングの
開発
Screening for DYX1C1 gene mutations by PNA clamping 
 洲崎保子、大西麻衣、野村純、瀧ヶ平佳代子、山田響子、杉田克生
 SUZAKI Yasuko，OONISHI Mai，NOMURA Jun，TAKIGAHIRA Kayoko，
 YAMADA Kyoko，SUGITA Katsuo 
要旨　ディスレクシア（dyslexia）とは、知能の遅れや注意・意欲の欠如などがないにも
関わらず、文字や数字の読み書きに著しい困難を示す状態のことである。家族例もあり、
すでに Dyslexia の発症に関連する候補遺伝子が現在までに 4 個報告されている。その１
つとして DYX1C1 遺伝子の変異とディスレクシアの発現との関連がフィンランドの
Taipale らのグループにより報告された。ディスレクシアの早期発見のスクリーニング手
法として DYX1C1 遺伝子のエクソン 2 の Elk-1 転写因子結合部位変異（－3G→A）およ
びエクソン 10 のコドン変異（1249G→T）に着目し、peptide nucleic acid （PNA）クラ
ンピングによる塩基多型スクリーニングシステムの開発を試みた。ディスレクシアは、通
常の学習方法では文字の習得が困難であり、この学習の失敗経験のため自己評価の低下、
不登校などの二次障害が起こることが示唆されている。二次障害を防ぐため、本人の自己
評価が低下する以前に発見し、適切な教育および支援を行うことが望まれる。
はじめに
　ディスレクシア（dyslexia）とは、知能の遅れや注意・意欲の欠如などがないにも関わ
らず、文字や数字の読み書きに著しい困難を示す状態のことである。国際ディスレクシア
協会（IDA）は「ディスレクシアは、神経生物学的原因による特異的な学習障害である。
単語認識の正確さと流暢さの一方あるいは両方の困難、綴りとデコーディング（文字記号
の音声化）の達成度の低さによって特徴づけられる。」と定義している1）。
　現時点では、ディスレクシアの原因は中枢神経系の機能障害と推測されている。家族例
が認められていることより、遺伝的因子の関与が考えられており、すでに候補遺伝子が 4
個報告されている2）。その１つであるDYX1C1 遺伝子の塩基配列の変異がディスレクシア
の発現と関連している可能性を示唆するレポートがフィンランドのTaipale らにより報告
された3）。これによるとDYX1C1 遺伝子のエクソン 2の Elk-1 転写因子結合部位変異（－
3G→A）とエクソン 10 のコドン変異（1249G→T）の 2つの変異とディスレクシアの発現
との間に統計的有意を認めている。ディスレクシア患者のうち、－3G→Aの変異を有す
る者は、コントロール群 2.8%に対し 8.5%であり、1249G→T の変異を有するものは、コ
ントロール群 5.4%に対し 11.7%であった3）。DYX1C1 遺伝子にこれらの変異を持っている
場合、ディスレクシアを発現する可能性が有意に高いことが示されている。
　ディスレクシアの場合、通常の文字の学習方法を根気強く行っても、文字の習得が困難
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である4）。また努力を重ねたものの、報われない結果になるため、失敗経験を多く積むこ
とになる。そのため自己評価の低下やいじめの標的、さらには不登校などの二次障害が起
こる可能性が示唆されている。原は、「学童期になって急に LDとしての問題が発生する
とは考えにくく、就学年齢になる前から存在していた問題が顕在化した、とするのが妥当
である」と述べている5）。また斉藤らは、「児童期は自己評価への関心が強くなる時期で
あり、成績や他者からの外的な評価、仲間内などの比較などによって形成されていく」、
と述べている6）。これらからも二次障害を防ぐため、本人の自己評価が低下する以前に、
適切な教育および支援をすることが望まれる。
　現在ディスレクシアの治療としては、個別学習や環境調整が行われている。しかし、加
療群の中にも一定の改善が見られる例と改善を示さない例が報告されている6）。これは
ディスレクシアとしてひとくくりにされている病態の中にいくつかの異なる病態が含まれ
ているためと考えている。現時点では臨床診断による鑑別方法が確立されていないため
ディスレクシアを遺伝子レベルで鑑別することは、それぞれの病態に応じた支援策を考え
ていく上で重要である。また、ディスレクシア児の生物学的要因の早期発見、また早期の
適切な支援のためにも、スクリーニングシステム構築は有益であると考えた。
　スクリーニングの目的は、対象とするある集団の中から、有病者もしくは有病の可能性
のあるものを発見することである。したがってスクリーニング検査は、検査方法が簡便で
あること、被験者に侵襲がないことが求められる。遺伝子のスクリーニング方法としてペ
プチド核酸（PNA）による PCR クランピング法を用いた7）。これは 1991 年に開発され、
分子生物学的分野での応用研究が進められており、スクリーニングや診断への活用が検討
されている。PNAは人工的に作られたDNA と類似の構造を持つ化合物であり、DNA 同
様二重らせんを形成する。しかしDNA に比べて、高い温度で安定性を保つ。また相補的
な核酸と特異的に結びつくという特徴がある。PNA による PCRクランピングは、これら
の性質を利用した変異検出スクリーニング法である7）。PCRの際、一塩基多型がある部分、
つまり変異型DNAと変異型 PNAを加える。DNA と PNA が結合し、プライマーによる
DNA伸長反応が阻害され、PCR産物は得られない。一方、野生型のDNAと変異型の
PNAを加えた場合、DNAと PNAは解離し、DNA 伸長反応が起こり、PCR産物が得ら
れる。
　DYX1C1 遺伝子のエクソン 2の Elk-1 転写因子結合部位変異（－3G→A）およびエク
ソン 10 のコドン変異（1249G→T）に着目し、peptide nucleic acid（PNA）クランピング
による PCR ベースでの塩基多型スクリーニングシステムの開発を試みてきたが8）、正常
対象にDYX1C1 スクリーニング検査を行い日本でのDYX1C1 遺伝子変異の頻度を検討し
た。
材料と方法
被験者
　検査対象として、読字障害の臨床症状がない正常ボランティア 47 名（男子 4 名、女子
43 名）。なおDYX1C1 遺伝子スクリーニングに関しては提供者の人権および利益の保護
のため、千葉大学教育学部生命倫理審査委員会に倫理審査書を提出、承認されている
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（「DYX1C１遺伝子異常に対する発達性読字障害の認知神経学解析」）。遺伝子検体提供者
には研究の目的・方法について十分な説明を行い、書面による同意を得た後、口腔粘膜細
胞採取を行った。
DNAの採取および抽出
　DNA抽出には、REDExtract-N-AmpTM Tissue PCR Kit （SIGMA社）を使用した。綿
棒で口腔粘膜細胞を集め、ゲノム抽出キットのマニュアルに従いExtraction Solution 及
び Tissue Preparation Solution 混合溶液中で溶解した。室温で 10 分間インキュベート後、
95℃のウォーターバスで 3分間加熱処理し、中和液を加えた。この溶液を以降の実験操作
においてゲノムDNA抽出液として使用した。
PCR反応
　エクソン 2の検出には Forward Primer（5′-CAAGCAGAGGGTATGGGTCTAC-3′） 
と Reverse Primer（5′-AAGATGAGCCTGTTGCTCGT-3′）を使用し、エクソン 10 の検
出にはForward Primer（5′-GGCAACAGAAGGAGACTCTG-3′）と Reverse Primer（5′
-CCAAAGTCAACCATTCAGTCAA-3′）を使用した。PCR反応は REDExtract-N-
AmpTM PCR Reaction Mix を使用し、iCycler（BioRad 社）によりおこなった。反応産物
をアガロースゲル電気泳動により分離後、エチジウムブロマイド染色を行い、UV トラン
スイルミネーターを用いて可視化し、解析した。
PNAクランピング PCR反応
　PNAはエクソン 2では野生型として -3G を含む（5′-GCATTCCGGTAGCA-3′）と変
異型として︲3Aを含む（5′-GCATTCTGGTAGCA-3′）を作成した［㈱日本製粉］。ま
たエクソン10には野生型として 1249Gを含む（5′-CAAGGAACAGAACTAAAATC-3′）
と変異型として 1249Aを含む（5′-CAAGGAACATAACTAAAATC-3′）を作成した［㈱
日本製粉］。PCR 反応液中に PNAを添加し、PCR反応を行い、アガロースゲル電気泳動
により解析した。添加 PNA量は野生型 41.8 nmol、変異型 42.6 nmol とした。
結果
口腔粘膜細胞の採取とゲノムDNA抽出
　まず、口腔粘膜よりゲノムDNAの採取および抽出を行った。綿棒による口腔粘膜の掃
爬により、口腔粘膜より、痛みがなく安全に口腔粘膜細胞を採取することが出来た。
また、SIGMA社 REDExtract-N-AmpTM Tissue PCR Kit を用い、ゲノムDNAを簡便か
つ迅速に口腔粘膜細胞より抽出することが可能であった。
DYX1C1 遺伝子検出のための PCR条件の最適化
　次にDYX1C1 遺伝子のエクソン 2及び 10 の PCR反応条件の最適化について検討した。
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エクソン 2
　まず PCR反応条件のうちのアニーリング温度について検討した。PCR反応条件として
はエクソン 2では変性を 96 度、4分で 1回行った後、変性 96 度 30 秒とし、アニーリン
グ／伸長反応温度を 50℃～65℃の間とし、2分のサイクルを 35 回行った。
　この結果、エクソン 2ではアニーリング温度が 56.0℃～61.5℃の範囲で PCR産物が確
認された（図 1A）。
　次に、反応サイクル数について検討した。反応サイクル数を 24 サイクルから順に増や
して行き、その PCR 産物を解析した。この結果、26～32 サイクルの範囲で PCR産物を
認めた（図 1B）。
エクソン 10 の PCR条件の検討
　エクソン 10 のアニーリング条件の検討については、変性を 96 度 30 秒とし、アニーリ
ング /伸長反応温度を 60～68℃の間に設定し、2 分のサイクルを 35 回行った。エクソン
10 ではアニーリング温度が 62.9～65.0℃の範囲で PCR産物が確認された（図 2A）。
　反応サイクル数についての検討では、27～35 サイクルで PCR産物が明確に認められる
ことがわかった（図 2B、data not shown）。
　エクソン 2及び 10 の PCR 反応条件が明らかになったことより、この条件を基に PNA
存在下での PCR条件の最適化について検討した。PNA 存在下での PCR条件最適化のた
めに使用したゲノムDNAは、ディスレクシアの臨床症状がなく、ダイレクトシークエン
図 1　エクソン２　PCR条件の最適化
A：アニーリング温度　B：反応サイクル数
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スにより野生型であることを確認した 1名のゲノムDNAである。
PNA存在下での PCR条件の最適化
　エクソン 2について PNA存在下でのDYX1C1 遺伝子検出のための最適な PCR反応条
件を微調整した。さらに検出を確実にするために 68℃、10 分の伸長反応を追加し反応条
件を検討した。
　まず、野生型（Ｗ）と変異型（Ｍ）の PNA 存在下でのアニーリング条件を検討した。
この結果、58.1 度から 59.9 度の範囲で野生型と変異型の PCR産物量に明確な差が生じる
ことがわかった（図 3A）。次に、サイクル数の微調整を行った。アニーリング温度を
60℃とし、24～34 サイクルの範囲で反応させた。この結果、25 サイクル前後が検出に適
当であると考えられた（図 3B、data not shown）。
　さらにＰＮＡ添加量を検討するため、反応回数 25 サイクルで、アニーリング温度を
58.1℃、2分の範囲で行った。この結果、初期設定量から 4倍量で PCR産物量に差がない
ことがわかった（図 3C）。
　エクソン 10 について同様に PNA存在下でのDYX1C1 遺伝子検出のための最適な PCR
反応条件を微調整した。
図２　エクソン 10　PCR条件の最適化
A：アニーリング温度　B：反応サイクル数
326
人文社会科学研究　第 17 号
　エクソン 10 では、まず、反応回数を 30 サイクルとし、アニーリング温度の最適化を
62.8～64.8℃、2分の範囲で行った（図 4A）。次にアニーリング温度を 60℃とし、24～34
サイクルの範囲で反応させ、サイクル数の微調整を行った。この結果、28 サイクル前後
が検出に適当であると考えられた（図 4B、 data not shown）。
DYX1C1 遺伝子変異のスクリーニング
　PNAをもちいた PCRクランピングアッセイ法によるスクリーニング条件が明らか
となったため、この条件におけるスクリーニングの有効性について検討するために、
被験者 39 名を用いてDYX1C1 遺伝子の変異の有無を検索した。
　⑴　エクソン２
　スクリーニングを行った 39 名のうち、7名は野生型を示した。27 名は野生
型／変異型を示した。3名は変異型を示した。残りの 2 名はTemplate DNA で
のみ PCR産物が得られた（表 1）。
　⑵　エクソン 10
　スクリーニングを行った 47 名のうち、38 名は野生型を示した。4名は野生
型／変異型を示した。変異型を示すサンプルは見出せなかった。残りの 5名は
Template DNAでのみ PCR産物が得られた （表 1）。
図３　エクソン 2　PNA存在下での PCR条件の最適化
A：アニーリング温度、B：サイクル数の最適化
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考察
　遺伝子のスクリーニング方法としてペプチド核酸（PNA）を用いた PCRクランピング
法を用いた。
　マッチするDNAと PNAの組み合わせにおいても、温度条件によっては解離状態が存
在する（図 5、6）。したがってマッチするDNAと PNAの解離率が 20％以下の温度では
PCR産物が生成される。またミスマッチのDNA と PNA の組み合わせにおいても温度条
件によっては結合状態が存在するため（図 5、6）、解離率が 20％以上では PCR産物の生
成が阻害される。マッチするDNAと PNA の解離率が 20％以下であり、かつミスマッチ
図４　エクソン 10　PNA存在下での PCR条件の最適化
A：アニーリング温度、B：サイクル数の最適化
表１　スクリーニングの結果
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の DNAと PNAの解離率が 20％以上であるアニーリング温度の検討が必要であった。
　マッチするDNAと PNAの組み合わせでも、温度条件によっては解離状態が存在する。
したがってサイクル数が増すごとに PCR産物が生成される。そのためサイクル数を少な
くする必要がある。
　最適な PCR条件の検討において、エクソン２では 96.0℃（4 分），96.0℃（30 秒）
60.8℃（2分）26 サイクル，4.0℃∞、エクソン 10 では 96.0℃（4分），96.0℃（30 秒）
65.0℃（2分）27 サイクル，68.0℃（10 分），4.0℃∞で PCR産物が確認できた。PNA存
在下での PCRの最適条件はエクソン 2では 96.0℃（4分），96.0℃（30 秒）58.0℃（2分）
25 サイクル，68.0℃（10 分），4.0℃∞であった。エクソン 10 では 96.0℃（4分），96.0℃（30
図 5　エクソン２における温度条件によるDNAと PNAの解離率
図 6　エクソン 10 における温度条件によるDNAと PNAの解離率
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秒）62.8℃（2分）28 サイクル，68.0℃（10 分），4.0℃∞であった。
　スクリーニング条件を検討する際に使用したDNA は、ダイレクトシークエンスにより
野生型であると確認したものである。したがって野生型 PNAを加えた場合、PCR産物は
得られず、変異型 PNAを加えた場合に PCR産物が得られれば、正しい結果が得られた
といえる。エクソン 2において変異型は約 7.7％、野生型／変異型は約 69.2％であった。
エクソン 10 においては野生型／変異型は約 8.2％であった。これはTaipale らの報告3） に
比べると多い。考えられる原因としては、第一にエクソン 2の Elk-1 転写因子結合部位変
異およびエクソン 10 のコドン変異が日本人に多い可能性である。第二に考えられるのは
PNA法によるスクリーニング精度が低い可能性である。これらの可能性を検証する方法
としては、これまでに用いた野生型、野生型／変異型および変異型を選び、ダイレクトシー
クエンス法で精査し、その結果と比較することが考えられる。そこで現在、ダイレクトシー
クエンスを行い、スクリーニングの精度を確認中である。
　日本語は表音文字であるひらがなと表意文字である漢字の組み合わせによって構成され
る。ひらがなは、一文字一音であり、規則性がある。また漢字は表意文字であり、意味を
持っている。漢字の学習は、児童にとって負担となっているが、読みがわからなくても意
味を想像することができる。一方、アルファベットにより構成される英語は、音韻や表記
の体系が複雑であり、日本語に比べて不規則である。このような特性により日本人は、ア
ルファベット圏に比べてディスレクシアが少なかった9）。しかし我々の解析結果は日本人
において潜在的にディスレクシア傾向の者が多数存在していることを示唆している。
　現在、小学校における早期英語教育の導入が進められており、2009 年 4 月より本格導
入が行われる。文部科学省では「言語活動に関する学習指導要領改定案の記述例（抜粋）」
で、小学校５、６年生の外国語活動について「外国語の音声やリズムなどに慣れ親しむと
ともに、日本語との違いを知り、言葉の面白さや豊かさに気付くこと。」と述べてい
る10）。英語の早期教育により、日本においてもディスレクシアの顕在化が起こり、語学学
習に困難を抱える児童の増加が懸念される。したがって今後、個に応じた教育につなげる
ために、ディスレクシア児早期発見のスクリーニングシステムの重要性は増すと考えられ
る。スクリーニングによってディスレクシアの可能性を早期に発見し、問題が顕在化する
以前に適切な教育を行うことは有意義であると考える。
　科学の進歩に伴い、脳科学等の発展と共に教育に関わる分野についても生物学的および
医学的見地からのアプローチが行われるようになった。本研究は学習障害に対し遺伝学的
に検討を加えるものであり、今後個々人も体質に応じたテーラーメード教育への一歩とな
ることが期待される。
 （すざき・やすこ　教育学部、おおにし・まい　教育学部、のむら・じゅん　融合科学研
究科准教授、たきがひら・かよこ　教育学研究科、やまだ・きょうこ　教育学部、すぎた・
かつお　本研究科教授）
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